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論 文 内 容 要 旨
ネオ カルチノス タチ ン(NCS)は5砲 ρωmyce5α四fη08孟a孟fcロ8var.F41の培養液か ら単離 されたクロモ タ
ンパ ク質系 抗腫瘍性の抗生物質で肝臓 ガン、 胃ガン,膀 胱 ガ ンや急性 白血病 な どに有効 な治療薬 である。
NCSは分子量約1万 の酸1生一鎖のポ リペ プチ ド(NCS-apoprotein,apo-NCS)と光や熱な どに不安定 な9員
環のエ ンジイ ン構造 を含 むクロモホア(NCS-chromophore,NCS-chr)で,それぞれ1:1の モル比で構成
されてい る。9員 環エ ンジイ構造 を含 むクロモ タンパ ク質 と してケ ダルサ イジ ン,C-1027抗生物 質,マ
デュロペ プチ ン等,幾 つかのエ ンジイ ン抗腫瘍剤が単離 された。NCSは特異 的DNA合 成 阻害作用,ガ ン
細胞 の増殖 阻止及 び直接DNA鎖 切 断作用 な どが知 られ,毒 性 の抑制 や非常 に短い半減期の ような主な問
題 を解決す るため に,ヨ ー ド化 ケシ油脂肪酸エチルエステルをキャ リアー として より脂肪親和性や化学構
造が安定 なSMANCS(NCSとエス テル化 スチ レンー マ レイ ン酸交互重合体)を 作 り,原 発性肝 ガンの治
療薬 として用い られている。
NCSの生物活性 は,NCS-chrが主体である。一方,ク ロモ タンパ ク質で一次構造 が よく保存 されてい る
アポ タンパ ク質 は,化 学的 に不安定 なクロモ ホアを保護 し標 的部位 まで運ぶパ ッキ ングキ ャリアタ ンパ ク
質 と しての機能 とピス トン選択的 なプロテアーゼ活性 と しての機 能が提唱 されてお り,ま さにapo-NCS
は優秀 な天然の ドラッグデ リバ リー システムであ る。
そ こで著 者 は天然の薬物輸送系であ るapo-NCSを改変す る ことに よ り,天 然 にない機 能 を持 つ安定 し
た、利用 で きる特 性 を持 つ タンパ ク質 を創製す るこ とで,超 天然体 のapo-NCSの医薬 素材 としての可能
性 を探 り,新 規の薬物輸送系 に展 開す るこ とを最終 目的 として,ま ず放線菌産生 のapo-NCSを扱 いやす
い大腸菌で生産 させる 目的で,apo-NCSを合成す るため に,「組換 えapo-NCS・を産生す るための遺伝子の
設計 と単離」「組み換 えapo-NCS発現ベ クターの構築 とタンパ ク質の生産」,その組換 え タンパ ク質の機
能 を評価す るための 「蛍光法 による簡易評価系の確 立」,組換 えタンパ ク質のア ミノ酸の一部 を置換 した 「
apo-NCS変異体 の解析」更 に 「ヒス トンプロテアーせ活性 の再検証」 を行 った。 は じめ に組換 えapo-NCS
を生産す るため に,大 腸菌 内のtRNA存在量 と遺伝子 か ら求め られた コ ドン頻度表か ら,ア ミノ酸 イソロ
イシン(Ile),スレオニ ン(Thr),アスパ ラギ ン(Asn),アルギニ ン(Arg),システイ ン(Cys)をミッ
クス コ ドンと して大腸菌 に至適化 した遺伝子 コ ドンのapo-NCS遺伝子 ライ ブラリー を設計 した。次い で
PCR法等 を利用 して,pGEM3Zf上にapo-NCS遺伝子 ライブラリー を作 製後,フ ァージデ ィス プ レイ用 フ
ァジ ェ ミドであるpJuFoにその ライブラ リーを移 した。常法 に従 って当分野で作製 した抗apo-NCSモノ
クロナール抗体1C7D4を固相化 したELISA用プ レー トを用 いてパ ンニ ングを3回 繰 り返 し,apo-NCSを
発現 してい る組換 え ファー ジを濃縮 した。 その結果,無 作 為 に選択 した12個の組換 えフ ァー ジクロLン
の インサ ー ト保有率 は,42%(5/12)で あ った。 イ ンサ ー トを保有す る ファー ジを大腸 菌 に感染 させ,
その粗抽出液 をSDS-PAGEに付 した後,1C7D4モノクロー ナル抗体 を用 いてイム ノブ ロッ ト解析 した。
Fos-apo.NCSタンパ ク質の発現 を検討 した結果,80%(4/5)が 陽性で あった。DNA配 列解析 の結果,
放線菌のapo-NCS遺伝子 と今回単離 した遺伝子のapo-NCS部分 をコー ドす る領域の配列 を比較 したホモ
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ロジーは,339ベー ス中260ベー スで76.7%であ った。%GC値 は,放 線菌72.3%から大腸菌67.6%と若干
低下 した。 ア ミノ酸配列 は113個で100%であった。成 熟apo-NCS領域 は保存 されていたが リー ダー配列
領域 に変異が認 め られたため,apo-NCSを産生す るこ との 出来 る遺伝子部分 を大腸菌発現ベ ク ターであ
るpRSETADNAにPCR法 を用いなが らク ローニ ング し直 した。すなわち,フ ァージデ ィスプ レイ法 で
得 られたpN72プラス ミドを鋳型DNAと してPCRを 行 い,そ の増 幅断片 をpGEM-Teasyベクターにクロ
ーニ ングした。DNA配 列 を確認後,B㎜HI及 びKpnIを用 いて切 り出 し,T7-RNAポリメラーゼプロモ
ー ター配列,ヒ ス タグ配列,エ ンテロキナーゼ(EK)切 断モテ ーフを持つpRSETAベ クターへ挿入 し,
大腸 菌apo-NCS発現 ベ クターpR49DNAを構築 した。pR49で大腸 菌BL21(DE3)pLysS形質転換 し,生
産 した融合 タ ンパ ク質(PR49)は,常 法 に従 い,ニ ッケルキ レー トヒス タグアフニテイカ ラム を用 い て
粗精 製 した。精製操作 を経 て大腸菌湿重量1g当 た り約0.45mgの組換 えapo-NCSが得 られた。次 にエ ン
テ ロキナーゼをSTIアガロース を用いて除いた後,セ ファクリルS200を用 いたゲル濾過法 に よ り目的の
タンパ ク質 を精製 した。
得 られた組換 えapo-NCSの機能 を評価す るたあ,ま ず 「蛍光法 を利用 した組換 えapo-NCSの簡易評価
系 の確立」 を検討 した。天然のapo-NCSはNCS-chrと解離定数pM程 度で非常 に強い結合す るが,エ チ
ジウムブロマイ ド(EtdBr)ともμM程 度で結合す ることがNMR構 造解析,X線 構造解析 あ るい は蛍光
法 か ら明 らか にされ ている。 クロモホアの結合能 を,EtdBrを疑似 クロモホ ア として蛍光偏光度測 定法
(FPA)を用 いて比較検討 した。 まずEtdBr濃度 及び反応時 間を検討 した結 果,EtdBr濃度 は0.53μM,反
応時 間 を10分とし,励 起波 長488nmとした ときの617nmの蛍光 強度(IT)並 び にFP(mPU)を組換 え
apo-NCSの関数 として測定 し,解 析 した。その結果IT並 び にFPに 関 して,組 換 えapo-NCSの濃度 に依
存 した変化並 び に飽和現象が観測 された。 また ヒルプロ ッ トに よる実験デー タへ の フィッテイングカー ブ
は,、相関係 数,い ず れ も0.99以上で非常 に良好 だった。apo-NCSとEtdBrとの相互作用 においては,ヒ ル
係数が ほぼ1に 近 いこ とか ら,apo-NCSとEtdBrの相互作用部位す なわち結合部位 数は一つで あることが
示唆 された。FPAで求め られた解離定 数は44±0.3μMであ り,組 換 えNCSはEtdBrとの結合能 は有 し
てい ることが示唆 された。
また,大 腸菌 を用 いて組換 えapo-NCSのア ミノ酸 を置換 した変異体(F78Y,F78W,F76W)を調製 した。
apo-NCS変異体 とEtdBrが結合する ことはFP解 析か ら野生型 同様観察で きたが,F78Wは他の変異体 よ り
△FP。、値 の増加 を示 し,立体構造が変化 し,分子容積あ るいは分子粘度が増加 しているこ とが示唆 された。
一方 △IT。。、値が減少 してい ることか らF78Wに結合 しているEtdBr分子周囲の疎水 的環境の減少が示 唆 さ
れた。Phe78をTrp78に置 き換 えることによ りP塒78の上部分子蓋 としての機能が低下,そ の結果疎水性
の囲みが十分 に作 れずEtdBrが水 に暴露 されたのか もしれない。 その結果,疎 水性環境 を形成 しクロモホ
アを包み込むため には,apo-NCSとNCS-chrとの結合 には疎水的相互作 用が重要であ り,そ の ことか ら
もPhe78はPhe76より重要な ア ミノ酸 であ ることが示唆 され た。
また報告 ではヒス トンをapo-NCSが壊 し,NCS-chrがDANを切断す ると提 唱 され,そ の実験 条件 と同
じ系でapo-NCSのヒス トンプロテアーゼ活性 について再検討 した。37℃で12時間反応 した各試料 をSDS一
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PAGEにて解析 した。 ヒス トンは牛胸腺 由来のH2A,H2B,H3,H4ピス トンを用い,ア ポ タンパ ク質 と して
ヒス タグのつ いてい る組換 えapo-NCSのPR49,ヒスタグを外 したPR49EKを評価 した。それぞれの アポ
タンパ ク質の 「ある」 「な し」 でヒス トンのバ ン ドに優位 な差異 は認め られ なか った。同様 に天然のNCS
について も同 じで あった。本 反応条件 ではアポ タンパ ク質は ヒス トンプロテ アーゼ活性 を持 たない ことが
示唆 された。
本研究 では,大 腸菌用apo-NCS遺伝子encsAを得,大 腸菌 か ら組換 えapo-NCSを精 製で きた。 さらに
ア ミノ酸 を置換 したapo-NCSも得 ることが出来 た。
組換 えapo-NCSのクロモホ ア結合 能につ いては,EtdBrを偽似 ク ロモホア としてFPA法 並 びに蛍光法
によ り評価 で きるこ とが示唆 され た。本反応 条件で はapo-NCSはヒス トンプロテアーゼ活性 を持 た ない
ことが明 らか になった。 またNCS-chrとの結合 に関与 してい るPhe78をTyrとTrp,Phe76をTrpに置換 し
た変異体 もapo-NCSと同様EtdBrと結合 す ることが認め られ,Phe78のア ミノ酸 の重要性 も示唆 され,
apo-NCS変異体の評価 にも利用 で きることが示唆 され た。今後,本 評価系 はア ミノ酸 を置換 した組換 えタ
ンパ ク質変異体の評価等 に利用 され,超 天然体が医療 に利用 されるこ とを期待 する。
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審 査 結 果 の 要 旨
ネオカルチ ノスタチン(NCS)は,放 線 菌5跡epωmyce5α朔加05`a`fcロ3var.F41の培養液か ら単離 された
クロモ タンパ ク質系抗腫瘍性の抗生物 質で肝臓が ん,胃 が ん,膀 胱 がんや急性 白血病 などに有効 な治療薬
である。NCSは分子量約1万 の酸性一鎖のポ リペプチ ド(NCS-apoprotein,apo-NCS)と光や熱な どに不安
定 な9員 環のエ ンジイ ン構造 を含 むクロモホア(NCS-chromophore,Ncs-chr)で,それぞ れ1:1の モ ル
比で構成 されている。Apo-NCSには,化 学的 な不安定 なクロモホア を保護 し,標 的部位 まで運ぶパ ッキ
ングキ ャリア蛋 白質 と しての機 能 とピス トン選択 的なプロテ アーゼ としての機能が提 唱 されている。
そ こで,放 線菌が産生するapo-NCSを扱いやすい大腸菌で生産 させ る 目的で,「組換 えapo-NCSを産生
するための遺伝子の設計 と単離」 を行 い,マ ウス抗apo-NCSモノクローナ ル抗体1C7D4とファージデ ィ
スプ レイ法 を用 いて・組換 えapo-NCSを大腸菌で産生す るための遺伝子encsAの単離 に成功 した。続い
て 「組換 えapo-NCS発現 ベ クター の構築 とタンパ ク質の生産」 を行 い,組 換 えapo-NCS発現 ベ クター
pR49/pRsETAを構築 し,大 腸菌BL21(DE3)pLyssを利用 して,そ の蛋 白質 を生産 し,精 製 した。 さ
らに,メ ガピライマーPCR法 を用 いてア ミノ酸 を置換 したapo-NCSを調製 した。続いてその組換 えタ ン
パ ク質の機能 を評価 するための 「蛍光法 による簡易評価系 の確立」 を行い,エ チ ジウムブロマイ ドを疑似
クロモホア と して,蛍 光偏光度測定法並 びに総蛍光強度測定法 に より,組 換 えapo-NCSのクロモホ ア結
合能 を簡便 に評価 で きる系 を確立 した。次 に,本 研 究で開発 した蛍光法 による評価 に よりア ミノ酸 を置換
した組換apo-NCSを評価 した結果 、apo-NCSの疎水 的環境(ク ロモホア結合部位)を 形成 にはPhe76よ
りPhe78の方が重要な ア ミノ酸であ ることを明 らかに した。 また,組 換 えapo-NCSについて,ヒ ス トン
プロテアーゼ活性 を評価 した結果,本 実験条件 では ヒス トンプロテアーゼ活性 は認 め られ なか った。 これ
よ り,apo-NCSがヒス トンプロテ アーゼ活性 を持 たない ことを示 した。
以上,本 研 究は,天 然 の薬物輸送系 であ るapo-NCSを改変す ることによ り,超 天然体 のapo-NCSの医
薬素材 と しての可 能性 を示す成果 を示 した ものである。天然 に存在 しない機 能を持つ,安 定 した,特 異性
を有す るタンパ ク質創製 の,新 規の薬物輸送系へ ゐ展 開 とその臨床応用 を期待 させ る ものであ り,薬 学 に
おいて有益 な成果 であ る と判断する。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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